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要約 
要 約 
 
生体の免疫システムは抗原に非特異的な自然免疫と特異的な獲得免疫に大別
されるが, 樹状細胞 (dedritic cell; DC)は抗原提示機能を有することで, ２つの免疫機
構を橋渡しする重要な細胞である. 近年新たに発見された樹状細胞の分画の一つで
ある形質細胞様樹状細胞 (plasmacytoid dendritic cell； pDC)は, ウイルスの核酸を
認識する Toll様受容体 (Toll-like receptor；TLR)7 と 9を高発現し, 大量の I型インタ
ーフェロン (interferon: IFN)である IFN-/を産生することにより抗ウイルス作用を発揮
する. 一方, その制御機構の破綻によって自己核酸を認識するようになると, 過剰な
IFN産生により自己免疫疾患の発症や増悪に関与している可能性が指摘されている. 
本研究において, 私は pDCにおける抑制性免疫グロブリン様レセプター, Paired 
immunoglobulin-like receptor (PIR)-Bの役割について検討した. pDCは骨髄細胞に
Fms-like tyrosine kinase (Flt)3-L を投与することにより誘導できるが, PIR-B 欠損 
(Pirb

) マウスでは, 野生型マウスに比べ, pDC の分化が亢進していた . そこで
Flt3-Lの受容体である Flt3の下流のシグナル伝達を検討したところ, shc, Extracellular 
Signal-regulated Kinase (Erk)1/2およびSignal Transduction and Activator of Transcription 
(STAT)3のリン酸化が亢進していた. これらの結果から, PIR-Bは Flt3-Lシグナルを抑
要約 
制し, pDCの分化・増殖を制御していることを明らかにした.  
   また TLR9 リガンドである CpG-A 刺激による IFN-産生を検討したところ, Pirb 
pDC において IFN-産生が亢進していた. TLR9 シグナルに関わる分子を検討したと
ころ, 野生型 pDCに比して Pirb pDCのリン酸化の亢進は認めなかった. pDCの I
型 IFN産生には TLR9 刺激後にオートクラインに分泌される I型 IFN が必須とされて
いる. そこで CpG-A 刺激後に IFN 受容体下流に動員されるシグナル伝達分子
STAT1/2を検討したところ, Pirb pDCにおいてリン酸化が亢進していた. 次に IFN-
刺激を行ったところ, Pirb pDCにおいてSTAT2のリン酸化が亢進していた. これらの
結果から, PIR-Bは TLR9刺激による pDCの IFN産生において, そのポジティブフィ
ードバック機構を制御していると考えられた.  
   以上, 本研究において私は, PIR-B がサイトカイン刺激による pDC の分化・活性
化を制御する新たな制御分子であることを明らかにした. PIR-B は, ウイルスに対する
過剰な応答や自己免疫疾患の増悪の制御機構を担っていると考えられた.
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第１章 研究背景 
 
生体防御機構を担う免疫機能には, 自然免疫と獲得免疫が存在し, 前者は単球
やマクロファージ, 好中球などの貪食細胞が, 後者は T細胞や B細胞などのリンパ球
が担っている. その中でも樹状細胞は病原体を貪食し, MHC クラス I/IIを介して T細
胞に抗原提示することにより自然免疫と獲得免疫を橋渡しする重要な細胞である. 樹
状細胞にはいくつかの分画が存在しているおり , このうち形質細胞様 DC
（plasmacytoid DC; pDC）は, 抗原提示能力は低いが, I型インターフェロン(interferon: 
IFN)である IFN-/を大量に産生し, ウイルス感染に対する防御機構に主体となる樹
状細胞である. その特徴は, 他の DC 分画とは異なり, ウイルスに含まれる一本鎖
RNA や非メチル化 CpG-DNA 配列を認識する受容体である Toll-like receptors  
(TLRs)7 と TLR9 を高発現していることで 1-3), このため他の免疫細胞と比較して pDC
は 200から 1000倍の I型 IFNを産生できることが明らかになっている 4).  
   pDC の前駆細胞は, 他の免疫細胞と同様に骨髄細胞内に存在しており, その分
化にはサイトカインである Flt3が必須であることが報告されている 5). pDCは骨髄での
分化ののち, 二次リンパ組織の T 細胞領域に遊走する 6). 定常状態では，pDC は末
梢組織内で殆ど検出されないが, ウイルス感染時には感染部位へと集積し大量の I
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型 IFNを産生する. この I型 IFNの大量産生の機序は, TLR7/9の発現量に起因して
いるだけではなく, IFN受容体を欠損すると, pDCは IFNを産生できなくなる. そのため, 
TLR7/9刺激後にオートクラインで分泌される I型 IFNによってさらに活性化されるポジ
ティブフィードバック機構も重要であることが明らかになっている. I型 IFNはウイルス感
染防御には重要な役割を果たすが, 全身性ループスエリテマトーデスなど一部の自
己免疫疾患の増悪に関与する可能性が指摘され, pDCの活性化制御も重要な課題と
考えられている 7-10).  
   最近になり, pDCの機能を制御する受容体が同定されている. シアル酸を認識す
る受容体である Sigrec-H (sialic acid-binding immunogloburin (Ig)-like lectin)や, NK
細胞受容体ファミリーである NKp44 も pDC に発現し, 特異抗体の架橋刺激により
TLR9刺激後の IFN産生を抑制することが報告されている 11-12). また免疫グロブリン様
受容体である Ig-like transcript 7 (ILT7)は, 標的細胞上に発現する bone marrow 
stromal Ag 2 (BST2)をリガンドとして認識することで TLR9シグナルを抑制することが
明らかになっている 13). BST2 はウイルス感染などで発現が誘導されるため, ILT7−
BST2 による IFN 産生の制御機構は, IFN 産生を亢進させるポジティブフィードバック
作用の制御機構と考えられている. 一方, 他の受容体の関与や pDC 自身によるポジ
ティブフィードバックの制御機構については不明のままである.  
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   本研究でとりあげる Paired Ig-like Receptor (PIR) 14, 15)は細胞外領域に 6個のイム
ノグロブリン様ドメインを有するⅠ型膜貫通蛋白で, 細胞内構造の違いから PIR-A16-20)
および PIR-B16, 21, 22) の 2つのサブタイプに分類されている (図 1). PIR-Aが活性型受
容体であるのに対し, PIR-Bは抑制性の免疫制御レセプターで, B細胞, 好中球, マク
ロファージ, DC, 肥満細胞などに発現している. これまで PIR-Bは同一細胞表面上で
自己 MHC クラス I と恒常的に結合し, 抑制性のシグナルを常に細胞内に導入するこ
とにより 23, 24), 免疫細胞のホメオスタシスの維持や活性化における閾値を調節してい
ることが示唆されている 18, 25). 実際, PIR-Bを欠損 （Pirb）したB細胞や肥満細胞は
過剰応答を示し 24, 26), Pirb好中球においては, インテグリンやサイトカイン, ケモカイ
ンシグナルが増強することも知られている 27). また in vivo において Pirbマウスは, 
Th2 (helper T lymphocyte 2)型の免疫応答が亢進するこ とや 26 ） , GVH 
(graft-versus-host)反応や I型アレルギー反応が亢進することが明らかになっている 28). 
ごく最近になり, B-１細胞において PIR-Bが, Bruton’s tyrosine kinase (Btk) を介して
TLR9 シグナルを抑制することにより, B-1 細胞の増殖やリウマチ因子産生を制御する
ことが判明した 29). pDCにおいても PIR-Bが TLR9シグナルを制御していることが考え
られるが, これまで pDC上の発現の有無やその機能については不明のままである.  
   そこで本研究において, 私は pDC における PIR-Bの関与, とくに IFN 産生に与
える影響を検討することを目的とした.  
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第２章 研究目的 
 
本研究は, マウス pDCの分化や活性化における PIR-Bの機能解析を行い, 
PIR-Bがウイルス感染時の過剰応答や自己免疫疾患の増悪を制御する分子であるこ
とを明らかにすることを目的とした. 
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第３章 研究方法 
 
3. 1 実験動物 
   C57BL/6 (B6) マウスは日本チャールス・リバー株式会社より購入した. Pirbマ
ウスは Pirb 129/B6マウスを B6に 12世代戻し交配したものを使用した 24). マウスは
すべて東北大学加齢医学研究所付属動物実験施設において specific-pathogen free
（SPF）条件下で飼育, 管理し, 実験は東北大学加齢医学研究所動物実験委員会の
指針に基づき行った. すべての実験には 8~12週齢のマウスを用いた.  
 
3. 2 試薬および抗体 
   IFN-は RD systems，Phosphorothioate-CpG-A oligodeoxynucleotide 
(ODN2216; 5'-ggGGGACGATCGTCgggggG-3')は日本遺伝子研究所 (Sendai, Japan)
より購入した．anti-phospho-shc (Tyr317), anti-shc, anti-phospho-STAT1 (Tyr701), anti- 
STAT1, anti-phospho-STAT2 (Tyr689), anti- STAT2, anti-phospho-STAT3 (Tyr705), 
anti- STAT3, anti-phospho-IKK- (S176/180), anti- IKK-, anti-phospho- p44/42 
MAPK (Thr202/Tyr204, D13.14.4E), anti-Erk, anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182), 
anti-p38 (5F11), 及び Horseradish peroxidase (HRP)標識 goat-anti rabbit IgGは Cell 
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Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA)より, anti-SHP-1 (C-19)は Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA)より, HRP標識 anti-phosphotyrosine (4G10)，
HRP-rabbit anti-goat IgG はMillipore Corp. (Billerica, MA)より, anti--actinは
Sigma-Aldrichより購入した. anti-PIR-B (6C1)はMax D. Cooper, Kubagawa先生 (アラ
バマ大学)より御提供頂いた.  
 
3. 3 細胞調整 
   Flt3-Lによる骨髄細胞から pDCおよび cDCの誘導は, 以下の方法により行った. 
大腿骨および脛骨から採取した骨髄細胞を溶血処理後, 10 %ウシ胎仔血清アルブミ
ン, 0.1 U/ml ペニシリン, 0.1 g/ml ストレプトマイシン, 100 ng/ml ヒト Flt3-L (Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)入り RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)培地にて
5 %CO2, 37 ℃で培養した. 8日間培養後, プレートの底に付着した細胞を pDCおよ
び cDC として使用した. また pDCは, B220陽性細胞を自動磁気細胞分離装置
AutoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)を用いて単離した. 使用し
た pDCの純度は 95%以上であった.  
 
3. 4 サイトカイン産生測定 
   pDCを 0.5 M CpG-A入りの 10 %ウシ胎仔血清アルブミン, 0.1 U/ml ペニシリン, 
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0.1 g/ml ストレプトマイシン, 1mM ピルビン酸ナトリウム, 50µM 2-mercaptoethanol入
りRPMI-1640 (Sigma-Aldrich)培地で5  104 cells/wellとなるよう調製した後 96穴平底
プレートに 1ml/wellで分注し, 5 %CO2, 37℃の条件下に培養した. 24 時間後の培養
上清を回収し, 培養上清中の IFN-を mouse IFN- ELISA kit (R&D systems)を用い
て測定した.  
 
3. 5 免疫沈降法 
   pDCを 0.5M CpG-Aで 37 ℃ 0もしくは指定時間刺激したのち, 細胞溶解用緩
衝液［ (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, フォスファターゼインヒビター
(ロシュ), 蛋白分解酵素阻害剤 (Sigma-Aldrich)入り 1.0 % NP-40 (Sigma)］ で 4℃30
分間インキュベーションし, 15,000 rpm/minで10分間遠心した上清を回収した. この細
胞溶解液に, あらかじめ anti-PIR-B (R&D systems)抗体または anti-SHP-1抗体を結合
させた Dynabeads protein A (Invitrogen, Carlsbad, CA)を加え 90分間インキュベーショ
ンし, PIR-Bおよび SHP-1, PIR-Bや SHP-1に会合している免疫沈降物を回収した. こ
の免疫沈降物をドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE)を行い分離した後, ポ
リフッ化ビニリデン (polyvinylidene difluoride; PVDF)膜に転写し, 上記抗体を用い
て検出した. 一度蛋白検出を行った PVDF 膜はストリッピング試薬 ［62.5mM Tris 
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(pH6.8), 100 mM 2-mercaptoethanol, 2 % SDS］で抗体除去を行い, 再度抗体を用い
て検出を行った.   
 
3. 6 ウエスタンブロッティング法 
   pDCを 3g/ml CpG-Aで 37 ℃ 0, 15, 30, 60, 120もしくは 180分間刺激したのち
細胞溶解緩衝液 ［150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA，フォスファターゼイ
ンヒビター(ロシュ), 蛋白分解酵素阻害剤 (Sigma-Aldrich)入り 1.0 % NP-40 (Sigma)］
で 4 ℃30分間インキュベーションし, 15,000 rpm/minで 10分間遠心した上清を回収し
た. この細胞溶解液を SDS-PAGEを行い分離した後, PVDF膜に転写し, 上記抗体を
用いて検出した. 一度蛋白検出を行った PVDF膜はストリッピング試薬［62.5 mM Tris 
(pH6.8), 100 mM 2-mercaptoethanol, 2 % SDS］で抗体除去を行い, 再度抗体を用い
て検出を行った.  
 
3. 7 フローサイトメトリー 
   Alexa647標識 streptavidinを Invitrogen より， PE標識 CD11c (HL3), PE標識
anti mouse PIR-A/B (6C1), 及び anti-mouse FcR (2.4G2) を BD Bioscience より, PE
標識 anti PDCA-1をMiltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germanyより, Alexa647標識 
anti-mouse B220 (RA3-6B2), Biotin標識 anti-CD11b (M1/70), Biotin標識 anti-Gr-1 
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(RB6-8C5), Biotin標識 Ter119 (Ter119), Biotin標識NK1.1 (PKB6), Biotin標識 sIgM 
(RMM-21), Biotin標識 CD8a (53-6.7), Biotin標識 anti-mouse TCR β, Biotin標識
anti-mouse TCR γ/δ (UC7-13D5)を Biolegend より, Biotin標識 Ly6C (AL21), biotin標
識 anti-mouse TLR9 (M9.D6) を eBioscience, Inc. (San Diego, CA)より購入し使用し
た. PE標識 anti mouse PIR-A/B (6C1)は PIR-A-および Bいずれも検出可能な抗体で
ある. 細胞表面抗原の染色はメーカープロトコル記載の標準的手法に従った. 細胞内
TLR9染色は, 骨髄細胞から Flt3-Lにより pDCおよび pDCを誘導し, さらにMACS
により pDCを分離した後, Cytofix/Cytoperm (BD Bioscineces)を用いて固定し, 
permeabilization buffer (Perm/Wash; BD Biosciences)を用いて細胞膜透過処理を行い, 
抗体による染色を行った. フローサイトメトリー解析には, FACS Calibur (BD 
Bioscience)および FlowJo software (Tree Star, Inc. San Carlos, CA)を用いた.  
 
3.8 統計処理 
   統計処理には 2way ANOVAおよび Student’s t-testを用いた. P < 0.05で統計学
的に有意差ありと判定した.  
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第４章 研究結果 
 
4. 1 pDC分化に与える PIR-Bの機能解析 
   これまで, PIR-Bがさまざまな免疫細胞の機能制御に関与していることが報告され
ている 30, 31). そこで我々ははじめにPirbマウスおよび野性型マウスより脾臓を採取し, 
フローサイトメトリーにより脾臓内の PDCA-1+ B220+細胞 (pDC)の割合および細胞表
面上の PIRの発現解析を行った. その結果, 野生型および Pirb脾臓内に存在する
pDC の割合は同程度であった (図 2A). この結果から, PIR-B は個体レベルでは, 
pDCの分化に影響を与えていないと考えられた. また, PIR-A/Bの発現を確認したとこ
ろ, Pirb pDCは野生型に比べ, 発現量が著明に低下していた (図 2B). PIRは B細
胞をはじめ, マクロファージ, 樹状細胞, 肥満細胞, 顆粒球などに発現しているが, い
ずれの細胞においても PIR-Aより PIR-Bの発現が優位であり, pDCにおいても同様に
PIR-Bの発現が優位であることが判明した. 一方, 骨髄細胞をFlt3-L含有培地で培養
することにより, pDCと通常のDC分画である conventinal DC (cDC)が誘導できる 5). そ
こで野生型および Pirbマウスより骨髄細胞を採取し, Flt3-L刺激下で 8日間培養し, 
pDCおよび cDCを誘導した. 得られた pDCおよび cDCの総細胞数を計測したところ, 
Pirb
マウスは野生型マウスに比べて約 2 倍の細胞数であった (図 2C). また, pDC 
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(CD11c
+
B220
+細胞)の割合をフローサイトメトリーで解析したところ , 野生型マウス 
(20.0±3.88%)に比べ Pirbマウス (27.8±3.49%)は有意に増加していた (図 2D). 次
に pDC 上の表面マーカーの発現解析を行った. PIR-A/B の発現量は, 脾臓 pDC の
場合と同様,  PirbpDCはPIR-Aの発現は低く, PIR-Bが優位に発現していた. また, 
Flt3-L 受容体である Flt3 や MHC クラス II である I-A/E 発現量に関しては野生型と
Pirb

pDC間で有意な差は認めなかった (図 2E).  
   以上の結果から, PIR-Bは骨髄細胞からFlt3-Lによる pDCの分化・増殖を負に制
御していると考えられた.  
 
4. 2 PirbpDCにおける Flt3シグナル解析 
4.1の実験結果より PIR-Bが pDCにおける分化・増殖を負に調節している可能性
が示唆された. そこで次に Pirb骨髄細胞の Flt3-Lに対する反応が亢進する機序を
解明する目的で, pDC内の Flt3シグナル伝達における PIR-Bの関与について検討し
た. はじめに骨髄細胞内に存在する pDCの前駆細胞であるFlt3+linage-細胞の割合を
フローサイトメトリーにて確認したところ,  野生型と Pirbマウスで有意な差を認め無
かった (図 3A). 次に骨髄細胞を Flt3-L存在下で培養後, ４日目および６日目におけ
る未熟 pDC と考えられる CD11c+B220+細胞の割合をフローサイトメトリーにて確認した
ところ, 野生型と Pirbマウスで有意な差を認め無かった (図 3A). また, Flt3の発現
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量に関しても有意な差は認め無かった (図3B). 一方, 図2Eで示したように, Flt3の発
現量が培養８日目では顕著に低下しているため, 培養６日目の CD11c+B220+細胞に
おいて Flt3下流のシグナル分子（図 8）についてウエスタンブロッティング法にて観察
した. Shcおよびさらに下流の Erk1/2, STAT3は刺激後 5分でリン酸化が生じ, いずれ
の分子も PirbpDCにおいて野生型 pDC よりも有意にリン酸化が亢進していた (図
3C).  
以上の結果より, PIR-Bは Flt3シグナル伝達を抑制することにより, pDCの分化・
増殖を抑制していると考えられた.  
 
4. 3 pDCの IFN-産生の検討 
次に TLR9刺激後の IFN-産生について検討した. はじめに, 野生型と
Pirb

pDCにおいて TLR9の発現量を検討した. TLR9は細胞表面ではなくエンドゾ
ーム内に発現している. そこで細胞膜透過処理後, TLR9発現をフローサイトメトリーに
て検討した. その結果, 野生型と PirbpDC間に有意な差は認められなかった (図
4A). 次に, 野生型および PirbpDCの機能を検討する目的で, CpG-A刺激下に 24
時間培養し, 培養上清中の IFN-を ELISA法にて測定した. その結果, CpG-A刺激
に対する Pirb pDCによる IFN-α産生が亢進していた (図 4B).  
   以上の結果から，PIR-Bは CpG-A刺激による IFN-α産生を抑制していると考えら
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れた． 
 
4. 4 CpG刺激による TLR9シグナル伝達の解析 
Pirb
pDCの CpG-Aに対する反応が亢進する機序を解明する目的で, pDC内
の TLR9シグナル伝達ついて検討した. はじめに CpG-A刺激により PIR-Bの細胞内
チロシンリン酸化が亢進するかどうかをウエスタンブロッティング法を用いて検討した.  
CpG-A刺激後２時間以降にリン酸化は亢進していた (図 5A). また SHP-1の会合も経
時的に増強していた (図 5A).  
PIR-Bの TLR9下流のシグナル伝達経路には, 炎症性サイトカインの産生に関
わる経路と, I型 IFN産生に関わる経路が存在する （図 9）. そこで野生型および
Pirb

 pDCにおいて, CpG-A（3g/ml）で刺激後の，炎症性サイトカイン産生につなが
る分子である p38および Erk1/2のリン酸化をウエスタンブロッティング法にて検討した. 
その結果, 野生型に比べてPirbpDCでリン酸化が軽度減弱していた (図 5B). また, 
I型 IFN産生経路に位置するシグナル分子 IB kinase (IKK)-αのリン酸化に関しても、 
野生型に比べて PirbpDCで軽度減弱していた (図 5C). 
以上の結果から, PIR-Bは TLR9下流のシグナル伝達を抑制していないことが示
唆された.  
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4. 5 CpG刺激後の IFNARシグナル伝達の解析 
pDCのTLR9刺激による I型 IFN産生は, IFN-受容体（interferon alpha-receptor; 
IFNAR）を欠損すると認められなくなることから, TLR9刺激後オートクラインに産生され
る I型 IFNも必須であることが明らかになっている 32). CpG-A刺激後 IFNAR下流のシ
グナル伝達分子で interferon regulatory factor (IRF)-7の転写因子である STAT1およ
び 2のリン酸化を検討した．その結果，STAT1および 2 ともに CpG刺激 2時間後にリ
ン酸化が亢進し，Pirb pDCではその程度が著明に亢進していた（図 6）. 
以上の結果から, PIR-Bは CpG-A刺激後にオートクラインで分泌される IFN- 
IFNARからのシグナル伝達を抑制している可能性が考えられた. 
 
4. 6 IFN-刺激後の IFNARシグナルの解析 
CpG-A刺激後にオートクラインで分泌される I型 IFNのシグナルを抑制している
可能性が考えられたため, pDCを IFN-刺激後の IFNARシグナル伝達について検討
した. はじめに IFN-(100単位l)刺激後の PIR-Bの細胞内チロシンリン酸化を検討
したところ, 刺激後 60分で PIR-Bのリン酸化は亢進していた（図 7A）. また SHP-1の
会合も経時的に増強していた (図 7A). 
次に pDCを IFN-(100単位l)で刺激し, STAT1/2のリン酸化を経時的に観察
した. その結果, B6および PirbpDCともに STAT1/2のリン酸化が亢進していた. とり
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わけ PirbpDC において STAT2 のリン酸化が野生型 pDC と比較して著明に亢進し
ていた (図 7B). 
以上の結果から, PIR-Bは STAT2のリン酸化を抑制することにより, IFNARシグナ
ル伝達を制御していると考えられた.
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第５章 考 察 
 
本研究で Pirb pDCにおいて, Flt3-L刺激による Flt3シグナルが増強し, その
結果 pDCの分化・増殖が亢進することを見出した. また Pirb pDCは CpG刺激によ
り野生型マウスに比べ, IFN- 産生が亢進していた. さらに TLR9シグナルではなく, 
IFNARシグナルの活性化を制御することにより, 過剰な IFN-産生を抑制していると
考えられた.  
 
骨髄細胞から pDCを誘導するためには Flt3-Lとその受容体 Flt3からのシグナル
伝達が必須である. pDCを誘導できるサイトカインは Flt3-Lのみであるが, cDCの誘導
に用いられる GM-CSF を同時に添加した場合は, pDCの分化は認められなくなる 5). 
本論文では, Flt3-Lで誘導されるpDCの細胞数およびその割合もPirbマウスで有意
に増加していた (図 2C). しかしながら, 脾臓細胞における pDCの割合は野生型と
Pirb
マウスの間で有意差を認めなかった (図 2A). 個体レベルでは GM-CSFの作
用により pDCへの分化が阻害されたためと考えられた.  
 
一方, 培養 6日目の未熟 pDCを Flt3-L刺激後, Flt3下流のシグナル伝達分子
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である shc，Erk1/2，STAT3のリン酸化も PirbpDCにおいて亢進していた. これらの
結果から, PIR-Bは未熟 pDCにおける Flt3シグナル伝達を抑制することにより, pDC
への分化・増殖を負に制御していると考えられた. また Flt3下流のシグナル伝達分子
のなかで shcは Flt3直下に動員されるキナーゼである (図 8). 本研究では PIR-B と
shcの直接の関連は示せなかったが, PIR-Bに動員される SHP-1の標的分子であると
考えられる. 今後の検討課題と考えられた.  
 
また本論文では, PIR-BがTLR9刺激によるIFN-産生を抑制していることを明ら
かにした. これまでpDCのI型IFN産生を抑制する分子としてSiglec HやNKp44, ITL7
のみが報告されている11-13). これらの受容体はいずれも, これまで活性化のシグナル
伝達に関与するとされた膜会合分子Fc receptors gamma (FcR)鎖やDAP12 (DNAX 
activation protein 12)に会合することが特徴である. PIR-AもFcR鎖と会合するが, 本
研究ではPIR-Aの発現が低く, その関与については明らかにできなかった. 今後, こ
れらの受容体と同様にPIR-Aも抑制作用を発揮するかどうか検討する必要があると考
えられた. 一方, 本研究においては, PIR-BはTLR9シグナル伝達を直接抑制はして
いないと考えられた. これまでPIR-Bは, B-1細胞においては, TLR9シグナル伝達下流
に位置するBtkの脱リン酸化に関与することで, CpG-A刺激による増殖や抗体産生を
抑制していることが明らかになっている29). BtkはマクロファージやcDCにおいても
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TRL9シグナル伝達に関与していることが報告されている37-38). しかしながら, 本研究
では, Btkのリン酸化が野生型pDC, PirbpDCともにうまく検出できずBtkへの関与を
明らかにできなかった. しかしながら, PirbpDCでは, TLR9シグナル伝達の経路にお
いてBtkの下流に位置することになるErkやp38, IKK-のリン酸化が亢進せずむしろ減
弱していたことから (図5B, C), pDCにおいてPIR-BはBtkを標的としている可能性は低
いと考えられる. Btk欠損マウスではB-2細胞はpre B細胞で分化が停止することに加え
て, B-1細胞の分化が認められなくなることから, B-1細胞におけるBtkの寄与は大きいと
考えられている33-36）. pDCにおいて, PIR-BがTLR9シグナルを直接抑制する作用を示
さない理由の一つとして, B-1細胞とpDC間でのBtkの寄与に起因している可能性が考
えられた. またPirb pDCのCpG刺激におけるErkやp38, IKK-のリン酸化の減弱と
PIR-Bの直接的な関連は不明なままであり, 今後の研究課題の一つである. 
 
本研究ではまた, PIR-B はポジティブフィードバック機構を抑制することに
より, I型 IFN産生を抑制していることを明らかにした. pDCによる I型 IFN産生
はポジティブフィードバック機能による増幅作用が重要な役割を果たしている
32)
. これまでポジティブフィードバック作用の制御機構として BST2-ILT7 によ
る制御機構が知られている 13). このフィードバック抑制機構は, pDCが産生した
IFN-によって周囲の細胞に誘導される BST2 を, ILT7 がリガンドとして認識す
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ることにより抑制シグナルを伝達するとされている. しかしながら, ごく最近
になり, BST2 自体も pDC に発現しており BST2 欠損 pDC は CpG-A 刺激による
IFN-産生が低下することが報告された 39). この事実は, BST2 は pDC の活性化
に関与していることを示唆しており, BST2 遺伝子を導入した高発現細胞を用い
て示された BST2−ILT7 による制御機構の生理学的意味に疑問を呈していると考
えられる. pDC 上には PIR-B 以外にも抑制型受容体が発現していることから, フ
ィードバック制御機構には抑制型受容体が重要な役割を果たしていると考えら
れる. 今後, 他の抑制型受容体についても検討する必要があると考えられた.  
 
一方, PIR-Bは STAT2の脱リン酸化に関与することにより, ポジティブフィードバッ
ク機構を制御していると考えられた (図 7B). IFNARの下流で STAT2は Jak1によって
リン酸化される. これまで SHP-1は Jak1を脱リン酸化することが報告されている 40). 一
方,  STAT1のリン酸化に関わる tyk2については SHP-1の関与は報告されていない. 
今後 PIR-Bに動員される SHP-1の標的分子を同定する必要があるが, Jak1の脱リン
酸化を行っている可能性が考えられた.  
 
今回, 私が発見した PIR-B の抑制機構は, pDC が産生する I 型 IFN が自身の
IFNAR に作用しその産生が増幅されるポジティブフィードバックの抑制機構であり, 
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pDC に発現する受容体としては初めての報告である. また FLt3 シグナル伝達を制御
していることから, PIR-Bは pDCのサイトカインシグナルを制御に関与していると考えら
れる. 今後, ヒト相同分子である LILRBの機能を解明することより, pDCの過剰な活性
化が問題となる自己免疫疾患を制御する新たな治療法開発につながる可能性が考え
られた. 
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第６章 結 論 
 
PIR-Bは, pDCにおいて Flt3シグナルに関わる分子のリン酸化を抑制することで,
その増殖や分化を抑制していることを示した. また, IFNARシグナルを制御することに
より, TLR9刺激による IFN-産生を抑制していることも判明した. これらの抑制性制御
により過剰な IFN-産生を抑制し, 自己免疫疾患などの発症を抑制している可能性が
ある. PIR-Bを介した pDCの抑制機構へのアプローチは, 自己免疫のあらたな治療法
の開発につながると考えられた. 
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（図の説明） 
 
図 1   PIRの分子構造． 
PIRは細胞外領域に免疫グロブリン様ドメインを 6個有しており, FcR鎖と会合する活
性化型の PIR-A と細胞内に ITIMを有する抑制性型の PIR-Bで構成されている. 抑
制性型 PIR-Bは ITIMのチロシン残基が恒常的にリン酸化し, SHP-1 と恒常的に会合
している. 
MHC; major histocompatibility complex, ITAM; immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif, ITIM; immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, PIR; paired 
immunoglobulin-like receptor, SHP-1; src homology 2-containing tyrosine 
phosphatase-1． 
 
図 2 PIR-Bは pDCの分化を負に制御している 
A, フローサイトメトリー解析. 野生型および Pirbマウス由来脾臓細胞を抗 PDCA-1
および抗 B220抗体で染色し, フローサイトメトリー解析を行った. PDCA-1+B220+細胞
を円で示した. B, フローサイトメトリー解析. Aにおける PDCA-1+B220+細胞を抗
PIR-A/B抗体で染色し. フローサイトメトリー解析を行った. C, 細胞培養試験．野生型
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および Pirb骨髄細胞 4  105細胞/ウェルを Flt3-L刺激存在下に 8日間培養し, 得
られたプレート一枚当たりの細胞数を測定した. *, P < 0.05. D, E, フローサイトメトリー
解析．骨髄細胞より Flt3-Lで誘導した DCを抗 CD11c，抗 B220抗体，抗 PIR-A/B，
Flt3および I-A/Eで染色し，フローサイトメトリー解析を行った．*, P < 0.05.  
 
図 3 PIR-Bは pDCの Flt3シグナルを負に制御している 
A，B， フローサイトメトリー解析．野生型および Pirbマウス由来骨髄細胞を抗 Flt3
および Lineageマーカー抗体のカクテル (抗 CD11b, Gr-1, Ter119, NK1.1, Ly6C, 
sIgM, CD8a, TCR βおよび TCR /抗体 )で，骨髄細胞より Flt3-Lで誘導し 4日目お
よび 6日目の DCを抗 CD11c，B220あるいは Flt3で染色し，フローサイトメトリー解析
を行った．CD11c+B220+細胞を円で示した．C，野生型および PirbpDCを CpG-A 
(3g/ml)で刺激し，ウエスタンブロッティング解析を行った．抗 P-Shc，抗 Shc，抗 P-Erk，
抗 Erk抗体，抗 P-STAT3，抗 STAT3抗体による蛋白の検出像 
 
図 4 PIR-Bは pDCの IFN-産生を負に制御している 
A，フローサイトメトリー解析．野生型および PirbpDCを CpG-A (3g/ml)で刺激し，
ホルムアルデヒドを用いて固定した．細胞膜透過処理を行った後に抗 TLR9抗体によ
る染色を行い，フローサイトメトリーにより解析した．B，サイトカイン産生能解析(in 
vitro)．野生型および PirbpDC 5  104 細胞/ウェルを CpG-A (1 もしくは 3µg/ml)とと
もに 24時間培養した後，培養上清中の IFN-を ELISA法にて測定した．データは
triplicateサンプルの平均 ± 標準偏差で表し，3回以上の独立した試験の代表を示し
た．*, P < 0.05． 
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図 5 PIR-Bは pDCの TLR9シグナルを抑制しない 
A，B，野生型および PirbpDCを CpG-A (3µg/ml)で刺激し，ウエスタンブロッティン
グ解析を行った．抗 P-p38，抗 p38，抗 P-Erk，抗 Erk抗体，抗 P-IKK-，抗-actin抗
体による蛋白の検出像． 
 
図 6 pDC において PIR-B は CpG-A 刺激による IFNAR シグナルを負
に制御している 
A, 免疫沈降－ウエスタンブロッティング解析. 野生型および PirbpDC を指定時間
CpG-A (3g/ml)で刺激し, 抗 PIR-B抗体による免疫沈降後, 抗リン酸化チロシン, 抗
SHP-1, PIR-B抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った. データは3回以上の独
立した試験の代表を示した . B, ウエスタンブロッティング解析 . 野生型および
Pirb

pDCを指定時間 CpG-A (3g/ml)で刺激し, 抗 p-STAT1, 抗 STAT1, p-STAT2, 
STAT2抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った. データは 3回以上の独立した
試験の代表を示した. 
 
図 7  pDC において PIR-B は IFN-による IFNAR シグナルを負に制
御している 
A，免疫沈降－ウエスタンブロッティング解析. 野生型および PirbpDC を指定時間
IFN-（100単位/ml）で刺激し, 抗PIR-B抗体による免疫沈降後, 抗リン酸化チロシン, 
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抗 SHP-1, PIR-B 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った. データは 3 回以上
の独立した試験の代表を示した. B, ウエスタンブロッティング解析. 野生型および
Pirb

pDC を指定時間 IFN-（100 単位/ml）で刺激し, 抗 p-STAT1, 抗 STAT1, 
p-STAT2, STAT2 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った. データは 3 回以上
の独立した試験の代表を示した. 
 
図 8 pDCにおける Flt3シグナルの模式図． 
pDCにおいて Flt3シグナルの下流では shcがリン酸化され, その下流に存在する Erk
やSTAT3がリン酸化されることによりシグナルが伝達されていく. SOS, son of sevenless;  
Gab2, Grb-associated binder2. 
 
図 9 pDCにおける TLR9および IFNARシグナルの模式図． 
pDCにおいて TLR9シグナルの下流では IRF-7のリン酸化を介して IFN-αが産生さ
れる . 産生された IFN-αが自身の IFNAR に作用し , その下流に存在する
STAT1/STAT2のリン酸化を介して IRF-7が産生される. Btk, Bruton’s tyrosine kinase; 
IRAK, IL-1 receptor associated kinase; MyD88, Myeloid differentiation primary 
response gene (88); TAK1, Transforming growth factor -activated kinase 1; JNK, 
c-Jun N-terminal kinase; Erk, Extracellular Signal-regulated Kinase; NF-B, nuclear 
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factor -B; TRAF6, TNF receptor associated factor 6; IKK-, IB kinase-; OPN, 
osteopontin; PI3K, Phosphoinositide 3-kinase; IFNAR, interferon alpha-receptor; Tyk, 
tyrosine kinase; Jak, janus kinase; IRF, interferon regulatory factor; . 
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